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) Antivirale Mittel.

@ Natlrliche oder synthetische, modifizierte oder unmodifizierte Ammonium- oder Alkalihuminate mit einem
Molekulargewicht bis 50 000 D, deren wéBrige L&sungen keinen Tyndall-Effekt zeigen und nicht fluoreszieren,
dienen zur Herstellung eines antiviralen Mittels, insbesondere eines Mittels gegen Retroviren.
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Die Erfindung betrifft neue antivirale Mittel, insbesondere solche, die gegen Retroviren wirksam sind.

Virale Infektionen gelten als chemotherapeutisch schwierig beherrschbar. Dies ist darauf zurlickzuflih-
ren, daB Viren Uberwiegend den anabolischen Stoffwechsel der befallenen Zellen zu ihrer eigenen
Vermehrung ausnutzen. Viele Substanzen, die antiviral wirksam sind, hemmen deswegen gleichzeitig auch
den zelluldren Stoffwechsel und sind toxisch.

Als Angriffspunkte flir eine antivirale Chemotherapie eignen sich eine Vielzahl Virus-spezifischer
Reaktionsabldufe wie z. B.

- die Bindung des Virus an seinen Rezeptor, - die Vermehrung der viralen Nukleinsduren, - die
Regulation des viralen Genexpression und - die Morphogenese des Viruspartikels.

In-vitro lieBen sich durch Inhibition dieser Vorgdnge die verschiedensten Viren blockieren. In-vivo haben
sich bisher jedoch nur wenige antivirale Wirkstoffe bewdhrt. Die Grlinde dafiir liegen in den hohen
Anforderungen sowohl an Sperzifitdt als auch an die Wirkungsbreite antiviraler Wirkstoffe. Nur bei hoher
Spezifitdt werden die viralen Reaktionsketten blockiert, ohne die mit ihnen hdufig verwandten Reaktionsab-
ldufe der Zelle zu schidigen. Die hohe Spezifitdt bedingt aber meist auch eine hohe Selektivitdt dem Virus
gegeniber, das heiBt, die Wirkung richtet sich nur gegen eine Virusspezies oder sogar gegen ein Isolat
dieser Spezies. Viren k&nnen also unter dem Selektionsdurck der Substanz leicht resistent werden, oder die
Viruspopulationen eines Patienten enthalten bereits resistente Varianten, die sich bei Anwendung der
Wirkstoffe selektiv vermehren.

Es ist deshalb Aufgabe der Erfindung, antivirale Mittel bereitzustellen, die den gesunden tierischen oder
menschlichen Stoffwechsel mdglichst wenig schidigen und dabei im Sinne eines Breitbandtherapeutikums
hochwirksam sind gegen Viren verschiedenster Art.

Die L&sung der Aufgabe besteht in der Verwendung natlrlicher oder synthetischer, modifizierter oder
unmodifizierter Huminate die durch folgende Merkmale gekennzeichnet sind:

Sie sind physiologisch positiv wirksam, das heiBt, sie haben heilende Eigenschaften, sind sehr gering
toxisch und weder mutagen noch teratogen (Ames-Test). lhre wdBrigen Losungen zeigen keinen Tyndall-
Effekt und fluoreszieren nicht. Die Losung beinhaltet die Verwendung dieser Huminate zur Herstellung
antiviraler Mittel, gem3B der Anspriiche 1 bis 4, sowie antivirale Mittel, die diese entsprechenden niedermo-
lekularen Huminate enthalten, gem#B der Anspriliche 5 bis 8.

Es wurde gefunden, daB die oben genannten Huminate sowohl bei Menschen als auch bei Tieren eine
antivirale Wirkung zeigen.

Beispiele hierflr sind antivirale Effekte

gegen Bienen-Paralyseviren,

gegen Herpesviren beim Menschen und (Herpes labialis) und Karpfen (sog. Karpfenpocken)

gegen HIV-Viren und andere Retroviren.

In-vitro Versuche haben gezeigt, daB erfindungsgeméBe Huminate die Infektiositdt der HIV-1 Viren
unterdriicken (ICso = 0,15 ug/ml; CCso = 200 ug/ml). Als Testsystem diente der Syncytien-essay mit MT-
2-Zellen und MOLT-4(8)-Zellen. Da sowohl der Eintritt der Viruspartikel in die Zielzelle, als auch die
Syncytienbildung in Form einer Membranfusion ablaufen, 148t sich vermuten, daB die Huminate auf
membranstidndige Strukturen einwirken. Daneben besitzen diese Huminate offenbar noch einen weiteren
Angriffspunkt: Sie hemmen die reverse Transkriptase (ICso = 30 ug/ml) der HIV-1-Viren, sowie eines Maus-
Friend-Leukdmievirus. Diesen Befunden zufolge ist es mdglich, mit den erfindungsgemaB beanspruchten
Huminaten einen oder mehrere Schritte des HIV-Infektionszyklus, sowie einen Schritt der HIV-induzierten
Zytopathogenitdt zu blockieren.

In den erfindungsgemaifen antiviralen Mitteln einsetzbar und wirksam sind sowohl natlrliche, niedermo-
lekulare Ammonium- oder Alkalihuminate, wie sie aus DE-A 37 07 909 oder DE-A 37 36 623 bekannt sind,
als auch synthetisch durch Oxidation von mehrwertigen Phenolen in schwach alkalischem w&Brigem
Medium entsprechend DE-A 37 07 910 hergestellte niedermolekulare Ammonium- oder Alkalihuminate. Es
sind dies dunkelbraune, wasserldsliche Produkte mit einem mittleren Molekulargewicht von 1000, bei einem
Streubereich von 300 bis 1500.

Weiterhin wirksam sind aber auch natirliche und synthetische Huminate mit Molekulargewichten bis zu
50 000 D, sofern sie den folgenden Merkmalen entsprechen:

Sie sind physiologisch positiv wirksam, das heiBt, sie haben heilende Eigenschaften, sind sehr gering
toxisch und weder mutagen noch teratogen.

Ihre wiBrigen L&sungen zeigen keinen Tyndall-Effekt und fluoreszieren nicht. Entsprechende Prlifungen
dieser Eigenschaften werden zweckmiBigerweise mit wiBrigen Lésungen in einer Konzentration durchge-
flihrt, daB sie noch etwa 50 % der Transmission des eingestrahlten Lichtes haben. Beispiele flir entspre-
chende, synthetische Huminate sind die gemiB einer parallelen Anmeldung nach folgendem Verfahren
hergestellten Huminate.
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Diese Huminate werden hergestellt durch Oxidation mehrwertiger Phenole in alkalischem, wiBrigem
Medium bei einer Reaktionstemperatur unter 40 ° C und anschlieBende Isolierung, wobei der pH-Wert des
Reaktionsmediums wadhrend der Oxidation immer Uber 9 liegt und die Zufiihrung des Oxidationsmittels so
dosiert wird, daB der Gehalt der den mehrwertigen Phenolen entsprechenden Chinonen immer kleiner ist als
0,5 %, bezogen auf die eingesetzten mehrwertigen Phenole, und daB die Oxidationsreaktion abgebrochen
wird, wenn die Chinonkonzentration trotz Zufuhr von Oxidationsmittel absinkt, bevorzugt auf Werte unter
0,05 % .

Nach der Oxidationsreaktion, die als rein chemische Oxidation, bevorzugt mit Sauerstoff oder einem
sauerstoffhaltigen Gasgemisch als Oxidationsmittel, aber auch als elektrochemische oder plasmachemische
Oxidation durchgefiihrt werden kann, wird die Reaktionsldsung auf einen pH-Wert im Bereich zwischen 4
und 5 angesiuert und mittels an sich bekannter Methoden wie praparative Chromatographie, Ultrafiltration
oder -zentrifugation oder Elektrodialyse aufgearbeitet.

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB modifizierte Ammonium- oder Alkalihuminate eine bis um
den Faktor 10 gegeniiber den oben genannten Huminaten gesteigerte antivirale Wirksamkeit zeigen. Diese
modifizierten Huminate, die Gegenstand einer parallelen Anmeldung der Anmelderin sind, werden herge-
stellt durch Oxidation der Verbindungen der allgemeinen Formeln

\ R - d/oder
1 O \{(H: an 2 3
A-fo\%w/ | / lq HO\?YOH / i\,
R—7 ! | — "X . :
‘MRA “‘ - R,‘/f%)\ i
R R R

- -
-

wobei Ry, Rs und Rs gleich oder verschieden sind und eine OH-Gruppe oder Wasserstoff darstellen, R
eine CO- oder CH»-Gruppe bedeutet und Rs und Rs gleich oder verschieden sind und Wasserstoff, eine
OH- oder Methoxygruppe darstellen, wobei R4, Rs und Rs nicht alle gleichzeitig Wasserstoff sind, in
alkalischer, wiBriger L&sung (pH 9).

Dabei kénnen die Verbindungen gemiB der Formeln | und Il als einzelne Reinsubstanzen sowie auch
im beliebigen Gemisch miteinander eingesetzt werden. Sie kdnnen im Reaktionsgemisch auch mit mehrver-
tigen Phenolen eingesetzt werden, was aus wirtschaftlichen Griinden durchaus angebracht sein kann.

BEISPIELE
Beispiel 1

In einem gegen Alkalien bestidndigen Rihrwerkbehdlter werden 95 kg Kaliumhydroxid (DAB 9-Qualitdt)
in 1000 1 entmineralisiertem Wasser (pH 5 bis 7; Leitfdhigkeit unter 5 uS/cm) geldst.

Nach dem Abkiihlen auf eine Temperatur unterhalb 40 °C werden unter Kihlen im Verlauf von 45
Minuten 55 kg Hydrochinon (chem. rein., Uber 99 %) zugegeben, wobei die Temperatur des Gemisches 40
° C nicht Ubersteigt. Es stellt sich ein pH-Wert von etwa 10 ein.

Die Apparatur wird nun verschlossen. Dann wird unter Riihren Luft, die Uber ein alkalisches Filtersystem
von Staub, CO, und anderen Kontaminanten gereinigt wird, Uber die Oberfldche geleitet.

Der Luftstrom wird so gedrosselt, daB der Gehalt an 1,4-Benzochinon immer kleiner ist als 0,5 %,
bezogen auf das eingesetzte Hydrochinon. Die Reaktionstemperatur wird immer unter 40 ° C gehalten. Der
pH-Wert bleibt immer Uber 9.

Nach 10 bis 15 Tagen sinkt der Gehalt an Hydrochinon der braunen Reaktionsidsung auf unter 2 %.
Trotz weiterer Luftzufuhr sinkt der Gehalt an 1,4-Benzochinon auf Werte unter 0,05 %. In diesem Zeitpunkt
wird die Reaktion abgebrochen. Die Luftzufuhr wird beendet und die Reaktionsmischung wird durch Zugabe
eines sauren lonenaustausches auf einen pH-Wert von 4,5 eingestellt. Danach wird der lonenaustauscher
durch zentrifugieren abgetrennt und die saure L&sung einer Ultrafiltration unterworfen, wobei ein Filtrations-
gerét mit 0,5 um Feinheit verwendet wird.

Das Ultrafiltrat wird unter schwachem Vakuum bis zu einer Huminat-Konzentration von 40 Gew.-%
eingeengt. Diese LOsung ist noch gut handhabbar. Sie enthdlt Huminate mit Molekulargewichten im Bereich
1000 bis 50 000. Die L&sung zeigt keinen Tyndall-Effekt und enthilt keine fluoreszierenden Komponenten.
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Beispiel 2

29 g (0,1 Mol) Catechin (2-3,4-Dihydroxyphenyl)-chroman-3,5,7-triol) werden bei Raumtemperatur in
1000 ml einer wdBrigen 0,8 molaren Natronlaugel&sung geldst.

Die so erhaltene Losung (pH 10) wird in einen mit RUhrer, Thermometer, Gaseinfiihrungs- und
Uberdruckentiastungs-Vorrichtung versehenen Glasreaktor gebracht. Danach wird bei Raumtemperatur
durch die L8sung in stdndigem Gasstrom Luft geleitet, die zuvor in einer Gaswaschflasche mit NaOH-
L&sung von CO2 und Staubpartikeln gereinigt wurde.

Der Gasstrom wird so reguliert, daB sich eine Temperatur der Reaktionsl&sung von 30 ° C einstelit.

Nach einer Reaktionszeit von 10 Tagen, wenn trotz weiterer Luftzufuhr die Temperatur der Reaktionsl&-
sung absinkt, ist die Umsetzung beendet. Die entstandene dunkelbraune L&sung wird durch Zugabe von
verdiinnter Essigsdure auf eine pH-Wert von 6,0 eingestellt und danach mittels einer Ultrafiltration gereinigt.

Die gereinigte L&sung enthalt 4,2 % eines modifizierten Huminats mit einem mittleren Molekulargewicht
von 2 500 D bei einer Streubreite von 1 000 bis 30 000 D. Die L&sung ist dunkelbraun, fluoresziert nicht
und zeigt keinen Tyndall-Effekt.

Beispiel 3
Huminate der Beispiele 1 und 2 werden auf ihre Wirkung hinsichtlich der Infektiositdt von HIV-1 Viren

getestet. Als Test-System dient der Syncytien-essay mit MT-2-Zellen und MOLT-4(8)-Zellen.
Erhalten werden folgende Ergebnisse:

Huminat aus | [Cso [g/ml] CGCso [ug/mli]

Bsp. 1
1 0,15 200
2 0,05 25

Beispiel 4

Huminate der Beispiele 1 und 2 wurden in Zuckerlsung geldst, so daB etwa 1 %ige zuckerhaltige
Huminatidsungen erhalten wurden. Diese wurden an Bienen verfittert die kurz zuvor mit Bienen-Paralysevi-
ren infiziert worden Waren. Die aufgrund der Infektion zu erwartende Varoatose-Erkrankung kam nicht zum
Ausbruch.

Patentanspriiche

1. Verwendung natirlicher oder synthetischer, modifizierter oder unmodifizierter Ammonium- oder Alkali-
huminate mit einem Molekulargewicht bis 50 000 D, deren wiBrige Losungen keinen Tyndall-Effekt
zeigen und nicht fluoreszieren zur Herstellung eines antiviralen Mittels.

2. Verwendung natlrlicher oder synthetischer, modifizierter oder unmodifizierter Ammonium- oder Alkali-
huminate mit einem Molekulargewicht bis 50 000 D, deren wiBrige Losungen keinen Tyndall-Effekt
zeigen und nicht fluoreszieren zur Herstellung eines Mittels gegen Retroviren.

3. Verwendung natlrlicher oder synthetischer, modifizierter oder unmodifizierter Ammonium- oder Alkali-
huminate mit einem Molekulargewicht bis 50 000 D, deren wiBrige Losungen keinen Tyndall-Effekt
zeigen und nicht fluoreszieren mit zur Herstellung eines Anti-HIV-Mittels.

4. Verwendung natlrlicher oder synthetischer, modifizierter oder unmodifizerter Ammonium- oder Alkalihu-
minate mit einem Molekulargewicht bis 50 000 D, deren wiBrige LOsungen keinen Tyndall-Effekt
zeigen und nicht fluoreszieren zur Herstellung eines Mittels gegen die viral induzierte Bienenparalyse.

5. Antivirale Mittel, dadurch gekennzeichnet, daB sie natlrliche oder synthetische, modifizierte oder
unmodifizierte Ammonium- oder Alkalihuminate enthalten, mit einem Molekulargewicht bis 50 000 D,
deren wifrige L&sungen keinen Tyndall-Effekt zeigen und nicht fluoreszieren.
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Mittel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Huminate natlirlichen Ursprungs sind.

Mittel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Huminate synthetisch durch Oxidation
mehrwertiger Phenole in wiBriger, alkalischer oder ammoniakalischer L&sung hergestellt sind.

Mittel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Huminate synthetisch hergestellt sind durch
Oxidation von Verbindungen der allgemeinen Formeln,

Ho\&\/ O / X\(Rf 4\( o]
4 und/oder HO) ]1
| M-A RT

e R. R 1 R

wobei Ry, Rz und Rs: gleich oder verschieden sind und eine OH-Gruppe oder Wasserstoff darstellen,
Rz eine CO- oder CH2-Gruppe bedeutet und Rs und Rs gleich oder verschieden sind und Wasserstoff,
eine OH- oder Methoxygruppe darstellen, wobei Rs, Rs und Rg nicht alle gleichzeitig Wasserstoff sind,
in alkalischer, wéBriger L&sung.
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